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Formule de vaccin polynucleotidique centre les patholo- 
gies canines, notamment les pathologies respiratoires et 
digestives . 

5 La presente invention est relative a une 

formule de vaccin permettant la vaccination des chiens 
contre un grand nombre de pathologies inf ectieuses , 
notamment les pathologies respiratoires et digestives. 
Elle est egalement relative a une methode de vaccination 
10 correspondante . 

La pathologie infectieuse des chiens est 
extremement diversifiee et souvent difficile a controler 
en fonction des circonstances rencontrees sur le terrain. 

II existe deja un certain nombre de vaccins, 
15 notamment contre la maladie de Carre (virus CDV) , la 
parvovirose (virus CPV) , la coronavirose (virus CCV) , le 
complexe respiratoire ou toux des chenils (virus PI2) et 
la rage (rhabdovirus ) . Ces vaccins sont, plus generale- 
ment, des vaccins vivants constitues de souches at te- 
nures . Cela est notamment le cas pour les vaccins de la 
maladie de Carre, les vaccins contre les adenoviroses 
canines, les vaccins contre la parvovirose et les vaccins 
contre le coronavirus canin. 

Dans certains cas, des vaccins inactives ont 
egalement ete proposes, comme pour la rage et la corona- 
virose . 

Ces differents vaccins sont vendus soit de 
facon separee, e'est-a-dire sous forme de vaccins 
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pourrait constituer un immunogene d'interet pour la 
protection centre le virus CDV (E. Norrby et al . , j. of 
Virol. Mai 1986: 536-541), pour un vaccin de sous-unites. 

Un autre article (P. de Vries et al., J. gen . 
Virol. 1988, 69: 2071-2083) suggere, par centre, que les 
proteines F et HA de CDV pourraient etre interessantes 
dans une vaccination selon la technique des complexes 
immunostimulants (ISCOMS) . 

Des souris immunisees par un recombinant 
vaccine exprimant le gene de la proteine F de CDV ont ete 
proteges contre 1 ' epreuve par ce virus . 

II s'agit la cependant de resultats de 
laboratoire, difficiles a interpreter, surtout dans des 
conditions de terrain. 

Concernant les parvoviroses , des essais de 
vaccins de sous-unite contenant la proteine majeure de 
la capside VP2 du virus CPV obtenu par recombinaison 
genetique dans le baculovirus, ont permis de montrer une 
protection des chiens ainsi immunises contre une epreuve 
20 par le virus CPV. 

Concernant 1 • herpesvirus canin CHV, des 
etudes ont ete effectuees sur 1 • utilisation des glycopro- 
teins en tant que composants de vaccins de sous-unite. 
Ces etudes ont montre 1 • induction de reponses croisees 
avec d'autres herpesvirus tels que FHV mais ne tirent pas 
de conclusion sur les possibilites de realiser un vaccin 
protecteur . 

Pour la maladie de Lyme, OspA et OspB 
associes induisent une protection chez la souris et le 
chien et OspA seul chez la souris, le hamster et le 
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du virus SV40 (Xiang et al . , Virology 199, 1994,: 132- 
140), un resultat similaire etant atteint en utilisant 
le promoteur IE de CMV. 

L ' invention se propose de fournir une formule 
de vaccin multivalent permettant d' assurer une vaccina- 
tion des chiens centre un certain nombre d ■ agents 

pathogenes . 

Un autre objectif de 1 • invention est de 
fournir une telle formule de vaccin associant differentes 
valences tout en presentant tous les criteres requis de 
compatibility et de stability des valences entre elles . 

Un autre objectif de 1 • invention est de 
fournir une telle formule de vaccin permettant d'associer 
differentes valences dans un meme vehicule. 

Un autre objectif de 1 • invention est de 
fournir une telle formule de vaccin qui soit de mise en 
oeuvre aisee et peu couteuse. 

Un autre objectif, encore, de 1 • invention est 
de fournir une methode de vaccination qui permette 
d-accroitre considerablement 1'efficacite du vaccin selon 
1' invention ou de diminuer fortement la guantite de 
vaccin necessaire, et ayant une bonne innocuite. 

La presente invention a done pour objet une 
formule de vaccin centre des pathogenes des canides, 
comprenant au ,o lnS deux valences de vaccin comprenant 
chacune un plasm.de integrant de maniere a 1'exprimer in 
vivo dans les cellules du canide, un gene d'une valence 
de pathogene canin, a savoir une valence du virus de la 
maladie de Carre CDV et une valence du parvovirus canin 
CPV, les plasmides comprenant, pour chaque valence, un 
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Comme promoteur viral autre que CMV-IE, on peut ci ter l e 
promoteur precoce ou tardif du virus sv 40 Qu le promo _ 
teur LTR du virus du Sarcce de Rous. H peu t aussi 
s<ag lr d'un promoteur du virus dont provient le gene, par 
5 exemple le promoteur prbpre au gene. 

Comme promoteur cellulaire, on peut citer le 
promoteur d'un gene du cytosquelette, tel par exemple le 
promoteur de la desmine (Bolmont et al . , Journal of 
Submicroscopic Cytology and Pathology, 1990, 22, 117-122 
10 ; et ZHENLIN et al . , Gene. 1989, 78, 243-254), ou encore 
le promoteur de l'actine. 

Lorsque plusieurs genes sont presents dans le 
meme plasmide, ceux-ci peuvent etre presences dans la 
meme unite de transcription ou dans deux unites diffe- 
15 rentes. 

La combinaison des differentes valences du 
vaccin selon 1 ' invention peut etre effectuee, de prefe- 
rence, par melange de plasmides polynucleotidiques 
exprimant le ou les antigene(s) de chaque valence 
2 0 mais on peut egalement prevoir de faire exprimer des 
antigenes de plusieurs valences par un meme plasmide. 

La presente invention a egalement pour objet 
une methode de vaccination des chiens comprenant 1' admi- 
nistration d'une dose efficace d'une formule de vaccin 
25 telle que decrite plus haut. Cette methode de vaccination 
comprend 1 ' administration d'une ou de plusieurs doses de 
la formule de vaccin, ces doses pouvant etre administrees 
successivement dans un court laps de temps et/ou succes- 
sivement a des moments eloignes l'un de 1' autre. 
0 Les formules de vaccin selon 1 ' invention 
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Les formules de vaccin monovalent peuvent 
etre utilisees (i) pour la preparation d'une f ormule de 
vaccxn polyvalent tel que decrit plus haut (ii, a titre 
individuel contre la pathologie propre, associees 
a un vaccin d'un autre type (entier vivant ou inactive 
recombinant, sous-unite) contre une autre pathologie, ou 
(xv) comme rappel d'un vaccin comme decrit ci-apres. 

La presente invention a en effet encore pour 
objet 1'utilisation d'un ou de plusieurs plasmides selon 
1 invention pour la fabrication d'un vaccin canin destine 
a vacciner des animaux primo-vaccines au moyen d'un 
premier vaccin classique (monovalent ou multi-valent) 
du type de ceux de 1'art anterieur, choisi notamment dans 
le groupe consistant en vaccin entier vivant, vaccin 
entier inactive, vaccin de sous-unite, vaccin recombi- 
nant, ce premier vaccin presentant (c ' es t-a-dire cove- 
nant ou pouvant exprimer) le ou les antigene(s) code(s) 
Par le ou l es plasmide(s) ou antigene(s) assurant une 
protection croisee. 

De maniere remarguable, le vaccin polynucleo- 
tidique a un effet de rappel puissant se traduisant p ar 
une amplication de la reponse immunitaire et 1' installa- 
tion -d'une immunite de longue duree. 

De maniere generale, les vaccins de primo- 
vaccination pourront etre choisis parmi les vaccins 
commerciaux disponibles aupres des differents producteurs 
de vaccins veterinaires . 

L' invention a encore pour objet la methode de 
vaccination consistant a faire une primo-vaccination 



WO 98/03199 



PCT/FR97/01316 



13 



Liste des figures 

Figure N° 1 : 
Figure N° 2 : 
Figure N° 3 : 
5 Figure N° 4 : 
Figure N° 5 : 
Figure N° 6 : 
Figure N° 7 : 
Figure N° 8 : 
10 Figure N° 9 : 
Figure N° 10 : 



Plasmide pVR101 2 
Plasmide pAB044 
Plasmide pAB036 
Plasmide pAB024 
Plasmide pAB02l 
Plasmide pAB022 
Plasmide pAB037 
Plasmide pAB038 
Plasmide pAB017 
Plasmide pAB041 



Liste des sequences SEQ ID N° 



SEQ ID N° 1 
15 SEQ ID N° 2 
SEQ ID N° 3 
SEQ ID N° 4 
SEQ ID N° 5 
SEQ ID N° 6 
20 SEQ ID N° 7 
SEQ ID N° 8 
SEQ ID N° 9 
SEQ ID N° 10 
SEQ ID N° 11 
25 SEQ ID N° 12 
SEQ ID N° 13 
SEQ ID N° 14 
SEQ ID N° 15 
SEQ ID N° 16 
30 SEQ ID N° 17 
SEQ ID N° 18 



Oligonucleotide AB01 7 
Oligonucleotide AB018 
Oligonucleotide AB085 
Oligonucleotide AB086 
Oligonucleotide AB053 
Oligonucleotide AB054 
Oligonucleotide AB045 
Oligonucleotide AB048 
Oligonucleotide AB049 
Oligonucleotide AB050 
Oligonucleotide AB087 
Oligonucleotide AB088 
Oligonucleotide AB089 
Oligonucleotide AB090 
Oligonucleotide A8038 
Oligonucleotide AB039 
Oligonucleotide AB01 1 
Oligonucleotide AB012 



WO 98/03199 



PCT/FR97/01316 



15 

est centrifuge a 10000 g pendant 15 minutes a + 4°C. Le culot d'AON est 
seche, puis repris dans un volume minimum d'eau ultrapure sterile. II peut alor s 
etre digere par des enzymes de restriction. 

5 Exemple 4 : Isolement des ARNs genomiques viraux 

Les virus a ARN ont ete purifies selon les techniques bien connues de I'homme 
du metier. L'ARN viral genomique de chaque virus a ete ensuite isole en 
utilisant la technique detraction "thiocyanate de guanidium/phenol- 
chloroforme" decrite par P. Chomczynski et N. Sacchi (Anal. Biochem. 1987 
10 162. 156-159). 

Exemple 5 : Techniques de biologie moleculaire 

Toutes les constructions de plasmides ont ete realisees en utilisant les 
techniques standards de biologie moleculaire decrites par Sambrook J. et al. 
1 5 (Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2 nd Edition. Cold Spring Harbor 
Laboratory. Cold Spring Harbor. New York. 1989). Tous les fragments de 
restriction utilises pour la presente invention ont ete isoles en utilisant le kit 
"Geneclean" (BI0 101 Inc. La Jolla, CA). 

20 Exemple 6 : Technique de RT-PCR 

Des oligonucleotides specifiques (comportant a leurs extremites 5' des sites de 
restriction pour faciliter le clonage des fragments amplifies) ont ete synthases 
de telle facon qu'ils couvrent entierement les regions codantes des genes 
devant etre. amplifies (vo.r exemples specifiques). La reaction de transcription 
25 inverse (RT) et l amplification en chaTne par polymerase (PCR) ont ete 
effectuees selon les techniques standards (Sambrook J. et al. 1989). Chaque 
reaction de RT-PCR a ete faite avec un couple d'amplimers specifiques et en 
prenant comme matrice I'ARN genomique viral extrait. L'ADN complementaire 
amplifie a ete extrait au phenol/chforoforme/alcoof isoamyiique (25:24:1) avant 
30 d'etre digere par les enzymes de restriction. 
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ete d.gere par No* et BamHl pour isoler un fragment Notl-BamHI de 2000 pb 
Ce fragment a ete ligature avec le vecteur P VR1 012 (exemple 7), prealablement 
d.gere avec No* et BamHl pour donner le plasmide pAB036 (6893 pb, (Figure 

5 

Exemple 10 : Construction du plasm.de P AB024 (gene Parvovirus canin VP2) 
Une reaction de PGR a ete realisee avec I'ADN genomique du parvovirus canin 
(CPV, (Souche CPV-b, <C. Parrish N<> d < acc , s S e quence sur Genbgnk = 
M19296), prepare selon la technique de I'exemple 3, et avec les 
10 oligonucleotides suivants: 

AB053 (33 mer) (SEQ ID N° 5) 

5'ACGCGTCGACATGAGTGATGGAGCAGTTCAACC 3' 
AB054 (33 mer) (SEQ ID N° 6) 

5'CGCGGATCCTTAATATAATTTTCTAGGTGCTAG 3' 
1 5 pour isoler le gene codant pour la proteine de capside VP2 (CPV VP2) sous la 
forme d'un fragment Sall-BamHI. Apres purification, le produit de PCR de 1 773 
Pb a ete digere par Sa/I et BamHl pour isoler un fragment Sall-BamHI de 1 760 
Pb. Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1012 (exemple 7), 
prealablement digere avec Sail et BamHl, pour donner le plasmide P AB024 
20 (6629 P b, (Figure N° 4). 

Exemple 11 .' Construction du plasmide pAB021 (gene CCV S) 
Une reaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 6 a ete realisee avec 
I'ARN genomique du corona virus canin (CCV) (B. Horsburgh eta/. J. Gen. Virol 
25 1 992. 73. 2849-2862), prepare* selon la technique de I'exemple 4, et avec les 
oligonucleotides suivants: 
AB045 (32 mer) (SEQ ID N° 7) 

5'ACGCGTCGACATGATTGTGCTTACATTGTGCC 3' 
AB048 (35 mer) (SEQ ID N° 8) 

30 5'CGCGGATCCTCAGTGAACATGAACTTTTTCAATAG 3' 

pour amplifier un fragment de 4374 pb contenant le gene codant pour la 
glycoproteine S du CCV sous la forme d'un fragment Sall-BamHI. Apres 
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d'un fragment Pstl-Xbal. Apres purification. ,. produi, de PCR de 2667 pb a ete 
digere par Ps tl et JCta, pour isoier un fragment Pstl-Xba, de 2648 pb Ce 
fragment a ete ligature avec ie vecteur pVP.,0,2 (example 7). preaiablement 
d.gere avec Ps tl e. XS... pour donner ie plasmide P AB037 ,7523 pb) (Figure N • 



Exempie 14 : Construction du plasmide pAB038 (gene CHV gD) 
Una reaction de PCR a ete realisee avec I'ADIM genomique de .'herpesvirus 
canin (CHV) (Souche Carmichael) (K. Limbach eta,. J. Gen. Virol 1994 75 
10 2029-2039), prepare selon „ technique de ,'exemple 3. et avec les 
oligonucleotides snivantc- 



oligonucleotides suivants: 
AB089 (34 mer) (SEQ ID N° 13) 



- w-r UICI/ IOCU IU l^J 

5'AAAACTGCAGAAAATGATTAAACTTCTATTTATC 3' 
AB090 (35 mer) (SEQ ID N° 14) 

1 5 5' ATAAGAATGCGGCCGC AAAGGCTAAACATTTGTTG * 3' 

pour isoler le gene codant pour la glycoproteine gD du virus CHV sous la forme 
d'un fragment Pstl-Notl. Apres purification, le produitde PCR de 1072 pb a ete 
digere par Pstl et Not\ pour isoler un fragment Pstl-Notl de 1049 pb Ce 
fragment a ete ligature avec le vecteur P VR1012 (exempie 7), preaiablement 
20 digere avec Pstl et Not\, pour donner le plasmide pAB038 (5930 pb) (Figure N° 
8). 

Exempie 1 5: Construction du piasmide pAB0 1 7 (gene Borrelia burgdorferi osp A) 
Une reaction de PCR a ete realisee avec I'ADN genomique de Borrelia 
25 burgdorferi (Souche B31, (S. Bergstrom eta/. Mol. Microbiol. 1989. 3. 479- 
486.), prepae selon la technique de I'exemple 2, et avec les oligonucleotides 
suivants: 

AB038 (37 mer) (SEQ ID N° 15) 

5'ACGCGTCGACTATGAAAAAATATTTATTGGGAATAGG 3' 
30 AB039 (34 mer) (SEQ ID N° 16) 

5'CGCGGATCCCTTATTTTAAAGCGTTTTTAATTTC 3' 

pour isoler ie gene codant pour la proteine de membrane OspA sous la forme 
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96/02658 qui decrivent des methodes pour produire a .'eche.le industrielle des 
plasmides utilisables pour ,a vaccination. Pour ,es besoins de la fabrication des 
vaccins (voir example 1 7), ,es plasmides purifies sont resuspendus de maniere 
a obtenir des so.utions a haute concentration ( > 2 mg/m„ compatibles avec 
5 «e stockage. Pour ce faire, les plasmides sont resuspendus soit en eau u.trapure 
so.t en tampon TE (Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0). 

Exemple 18 : Fabrication des vaccins associes 

Les divers plasmides necessaires a la fabrication d'un vaccir/aLcie sont 
10 melanges a partir de leurs so.utions concentrees (exemple I^Les melanges 
sont realises de telle maniere que la concentration finale d<chaque p.asmide 
corresponde a la dose efficace de chaque plasmide. Les so.utions utilisables 
pour ajuster la concentration finale du vaccin peuvent etre soit une solution 
NACI a 0,9 % . soit du tampon PBS. 
1 5 Des formulations particu.ieres tel.es que ies liposomes, les lipides cationiques, 
peuvent aussi etre mises en oeuvre pour la fabrication des vaccins. 

Exemple 19 : Vaccination des chiens 

Les chiens sont vaccines avec des doses de 10 pg . 50 „g ou 250 //g par 

20 plasmide. 

Les injections peuvent etre realisees a ('aiguille par voie intramusculaire. Dans 
ce cas, les doses vaccinates sont administrees sous des volumes de 1 ou 2 ml. 
Les injections peuvent etre realisees a I'aiguille par voie intradermique. Dans ce 
cas, les doses vaccina.es sont administrees sous un volume total de 1 ml 
25 administre en 10 points de 0,1 ml ou en 20 points de 0,05 ml. Les injections 
-ntradermiques sont realisees apres avoir rase la peau (flanc thoracique en 
general) ou bien au niveau d'une region anatomique reiativement glabre, par 
exemple la face interne de la cuisse. On peut egalement utiliser un appareil 
d'injection a jet liquide pour les injections intradermiques. 
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tion du complexe resniratoiro ^ 

Plrat ° lre ' a savoir une valence de 
vlz comprenant un ou ri<=<5 n i^„,^ 

n ou des plasnudes qua comprennent l'un 
au moms des genes HA et F. 

5 , ^ F ° rmUle dS VaCCin 1« revendication 

5, caracterisee en ce *u<elle comprend les deux genes HA 
et F de la valence complexe respiratoire . 

7. Forxnule de vaccin selon 1'une quel conque 
des revendications ! a 6, caracterisee en ce quelle 
comprend une ou plusieurs des valences choisies dans le 
groupe forme par 1 < herpesvirose CHV, la maladie de Lyme 
et la rage, les plasmides comprenant, pour chague 
valence, un ou plusieurs des genes choisis dans le groupe 
compose par les genes gB, gD pour le virus CHV, l es genes 
OspA, OspB, et plOO, pour B. Burgdorferi, et le gene G 
15 pour la rage. 

8. Formule de vaccin selon la revendication 

7, caracterisee en ce qu'elle comprend 1 < herpesvirose 
on associe soit dans deux plasmides separes, soit dans 
un seul plasmide, les deux genes gB et go. 

9 ' Formule de vaccin selon la revendication 

8, caracterisee en ce qu'elle comprend pour la maladie 
de Lyme le gene OspA. 

10. Formule de vaccin selon 1'une quelconque 
des .revendications 1 a 9, caracterisee en ce qu'il 

25 comprend de 10 ng a 1 mg, de preference de 100 ng a 500 
W Plus preferentiellement entre 1 pg et 250 pg de chaoue 

plasmide. 

11. Utilisation d-un ou de plusieurs plasmi- 
des tels que decrits dans 1-une quelconque des revendica- 

\* 10 ' *°» 1* fabrication d-un vaccin canin 
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